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COLLE BIOLOG TQ UE FLUTDE 

humains ou animaux, stabilisee sous une iorrne liuide a basse lemperatu- 
re. 

Le type de colle utilisee pour reunir des tissus humains ou animaux 
5 est en general un concentre de facteurs de i ! hemostase, coagulabJe par la 
thrombine, et riche en fibrinogene. 

Ces colJes sont en fait composees de deux constituents ess^/nicis, 
destines a etre melanges extempoi anement lors de leur ^ : r ' r ion. Lc- 
premier composant contient essenriellemeru du fibrincgene. II e~*. le [.I us 
10 souvent constitue d'un melange de prcteines extraiies c'u plasma huriiaiw ei 
contient, en plus du fibrinogene, de ia f ibrcnectine" et du facteur XIII. 

Quant au second composant, il contient essentieliement de ia thrombine 

calcique, qui peut Stre d'origine humaine ou animaie, bovine par exemple. 
Ce type de colle est notamment decrit dans les brevets EP 103 196, EP 253 
15 198, EP 37 078 et EP 183 67*. 

Tres recemment, la Demanderesse a propose une nouvelle colle 
presentant Tavantage d'Stre sous une forme pasteurisee, (FR 89 10355, 
depose le 1.8.89 au nom de la Fondation Nationaie de Transfusion 
Sanguine). Cette colle pasteurisee permet ainsi de s'affranchir de tout 
20 risque de contamination virale, pouvant provenir du fibrinogene extrait du 

.plasma, hu.rn.ain.. _. . 

L'un des inconvenients de ces colles biologiques est leur instability 
au stockage. En effet, si Ton conserve la colle a la temperature de 4°C, la 
thrombine demeure stable mais le fibrinogene tend a polymeriser; par 
25 contce, aune temperature de l'ordre de 20 a 25°C f c'est ia thrombine qui se 
deteriore* C'est pourquoi, Tune des techniques utilisees pour conserver ces 
colles consiste a les congeier. Evidemment, lors de Tutilisation de ces 
colles, il est alors necessaire de les decongeler, ce qui est mal commode, et 
en outre prend du temps, car il n'est pas possible de les chauffer 
30 brutalement au risque d'en degrader les composants. 
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Faute d'utiliser ce type de colle, ii est alors nec-.-r.sair- d'— 
u-_, ...... cepuis peu lt!ll , p5 . ,1 cil evident que ia p.epa'.ation 

de telles colles pour ainsi dire au jour le j our ren d ia gestion industrielle de 
ce type de produit tres difficile. 

II etait done interessant de mettre au point une colle utile a la 
consommation, sous forme liquide, qui soil ainsi directement prete a 
1'emploi. 

C'est precisement 1'objet de la presence invention de proposer une 
colle utile a la consommation sous forme liuide, qui puissc cue stockee a 
basse temperature, c'est-a-dire entre -2 et -io-C. ds preference, cornme 
cela est habituel pour les produits de ce lype , au voisinage de ^C, la 
temperature des refrigerateur:;. 

Pour ce faire, la presente invention se rapporte a une colle 
biologique pour tissus humains ou animaux du type a deux composants, 
15 comportant : 

- un premier composant a base de fibrinogene, et 

- un second composant a base de thrombine, 

destines a etre melanges extemporanement au moment de 1'empioi, 
caracterisee en ce que le composant a base de fibrinogene contient au' 
moins un agent chalotropique, et en ce que la colle est liquide 
a basse temperature. 

En effet, il a ete mis en evidence que l'adjonction d'un agent 
chalotropique, et en particulier l'uree, permettait de prevenir la polyme- 
risation du fibrinogene a basse temperature. II devient alors possible de 
conserver les deux composants de la colle biologique, sous une forme fluide, 
a une meme temperature. Ceci presente un net avantage tant pour le 
stockage que sur le plan commodite pour les utilisateurs, qui disposent 
immediatement d'une colle sous forme fluide. 

L'invention peut etre mise en oeuvre avec une colle biologique 
quelconque du type a deux composants. Elle est plus particulierement 
interessante avec la colle objet du brevet FR 89 10355 precedemment 
identifie. 



20 



25 



30 



WO 91/19519 



PCI7FR91/00475 



3 



humain, comme cela a ete mentionne precedeinment. 11 est done iiecesiaiie 
de lui faire subir une inactivation virale. Cette inactivation peut ainsi etre 
5 reaJisee par pasteurisation dudit composant. 

Quant au composant a base de thrombine, il s'agit surtout de 
thrombine calcique. 

Ces deux composants sont stocked, soit sep^meru das;? c\:s 
liacormages dinerents, soit dans d^s dijpobi -iis appiicaieur^ o.i c5^.;-:;; 
iO ieur melange iors de ['application, ncxamment des disposi tils a deux 
seringues jumelees. 

Quel que soit Je type de.colle. ou „de dispositif, Ja presente invention 

presente un interSt considerable. 

L'agent chaTotropique est utilise a des concentrations comprises de 
15 preference entre 0,3 et 1 M, notamment a une concentration proche de 0,5 
M. 

II faut en outre tenir compte du fait que Tajout de cet agent 
charotropique est limite pour des raisons d'osmolarite, laquelle doit 
demeurer compatible avec le milieu ou la colle doit etre appliquee. 

20 C'est pourquoi, selon un mode de realisation particulier de 

^invention, ce composant a base de fibrinogene subit une etape de 
reduction de son osmolarite, notamment avant Tajout de Turee. L'osmola- 
rite du composant a base de fibrinogene est initialement comprise 
habituellement entre 700 et 800 mosmol. II est clair que Tajout d'uree a 

25 celui-ci implique une augmentation de celle-ci. Une valeur trop importante 
de cette osmolarite pouvant entrainer un risque de toxicite ceilulaire, il est 
par consequent prudent de reduire Tosmolarite initiale, de maniere a ce 
qu'elle demeure compatible avec les conditions physioiogiques en presence 
d'uree. 

30 Cette reduction de Tosmolarite peut etre ainsi realisee en 

effectuant une dialyse par ultrafiltration du composant a base de 
fibrinogene, ou par tout autre moyen. 
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et stabilise avc-c cie l'uree au rnoins un agent aunesii. ii peut ainsi s'agi'r de 
collagene, de glycerol ou encore d'un acide amine. A titre d'aciue amine on 
peut en particulier citcr la lysine, la glycine ou i'.cide gimamique. 

Les exemples donnes ci-apres perineural inetire en evidence 
d'autres avantages et caracteristiques de la presente invention, sans pour 
autant en limiter la portee. 

PR FPAP AT.T.nM .n.t r rAunor«..T . .. 

A ..partir.de. .280 1 de plasma, la cryoprdcipitation ■ a pei mis de 

recuperer 2 kg de precipite (cryoprecipite). Les proteines entrant dans la 
composition de la colle sont obtenues apres remise en solution de ce 
precipite (1 kg/4 litres) dans un tampon tris 20 mM pH 7, suivi d'une 
precipitation a la temperature de 25°C apres addition d'heparine a 32 
U/ml. La suspension ainsi obtenue est centrifugee, le culot (environ 1 kg) 
est recupere puis remis en solution dans du citrate trisodique 70 mM - 
glycine 0,1 M - NaCl 0,03 M - acide aminocaprolque 50 mM - arginine 50 
mM et aprotinine 100 U/ml a pH 8 (1 kg/1 litre). On precede alors a un 
chauffage liquide 10 heures a 60»C apres avoir ajoute des stabilisants de 
proteines, a savoir 2*00 g de glucose et 600 g de sorbitol a 2 litres de 
solution pour un volume final d'environ 4 litres (compte-tenu de la dilution 
due a 1'addition des sucres). Apres pasteurisation, la solution est diluee 10 
fois dans du citrate 5 mM-NaCl 0,051 M - acide -aminocaprolque 25 mM - 
arginine 17 mM pH 7. La solution obtenue est alors precipitee a 1'alcooi a 
10% final a une temperature comprise entre -2 et -3°C. Les proteines 
precipitees sont recuperees dans le culot de centrifugation. Celui-ci est 
ensuite remis en solution dans du citrate trisodique 1 mM - NaCl 60 mM - 
acide -aminocaprolque 20 mM - glycine 60 mM pH 7,5. 

Les proteines sont ensuite concentrees jusqu'a un taux de 27 - 30 g/l 
pour un volume final de 1,5 1 auquel on rajoute du polysorbate a 0.25%. et 
du caprylate de sodium a 0,15 g/l. Le produit est ensuite reparti en flacons 

apres filtration sterilisante puis iyophilise. La concentration en proteines 
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coagulables peut eire modulee e:i i^w:i\oi\ «.'■: v.-i»:ir.r r-CL : " •. 

vo^-i jti) g/i, (SG-iiuJ g/i iiuiiiio^cne c-ju 6 jiaL'ic, g/ * 

fribronectine et un tsux d'apreiinir.e de 2 000 KlU/m! (:civri: ; j;:ii;3c 
^ 1 3 r c c o i ; j u Lull o n c u I y o ^ ; 1 1 i 1 5 a l j . 

EXEMPLE I 

Trois solutions de fibrinogene a 110 g/1, obtenues selcn le mode 
10 operatoire dec it precedemmen t, sent addi :icr.r.ec5 d'uree a di;;C;c::i^^ 

concentrations (Ul, U2 et U3), et testees pour leur stabilite cans le "temps a 
. - la temperature - de-4-C. La -stabilite ■ est- evaiuee par la- concentration- -de 

.fibrinogene coagulable et par Tadhesivite de la colle apres ajou; de la 

thrombine calcique, apres un mois. 
15 Les resultats obtenus sont presentes dans le tableau I ci-apres. Ce 

tableau rend egaiement compte a titre comparatif des resultats observes 

avec un temoin a base de fibrinogene, e'est-a-dire sans uree. 

On constate que Tadhesivite des compositions varie de maniere 

importante entre le temoin et la colle contenant 0,5 M d'uree. 
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F X FMP! F y T 

Les quatre solutions a base de libr inogsne dccriies cans i'ex^.ii^i-j i 

onl cn ojirc 5:;bi des tests cc:::p:C;ne 'i de d-.' : c: v.::.. ;" !■ . : . : .'. 

'j leur osmoiarite, ec a'apprecic:' icu: d^r-j-j ce iiuiCiiicu lion po~r 
d'une temperature de a Ja temperature ambiante. 

Les resuitats figurent dans le tableau II. 
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Etat a <f°C 


Temps de 
retablissement de la 
fluidite a 20°C 


pH 


Osmoiarite 
mOsm/1 




Temoin 


GeJifie 


Prechauffage a 37°C: 
non fluide 


7,* 


787 


20 


Ul 


Visqueux 


30 min. 


7,38 


912 




U2 


Visqueux 


15 min. 


7,51 


1 020 


25 


U3 


Fluide 


Fluide 


7,*8 


1 184 



30 TABLEAU II 
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EXEMPLE III 



t-„„;.^j \.:\ — -„..l ^ w f ibrino^*; . j u iiw- 

F! / 1 ; c b t £ n *. 1 *> *"* I ^ rs ! ^ c ^ ^ o r* ^ " ~ * '* ' ' * * •/-..*. . . * , ' * 



» — ( • i. . . . \_. ; 



100 K. 

Une partie de la solution finale ottcnuc a clo slccI.Ju ap;c3 ^c-J! 
d'uree qsp 0,5 M, a deux arnbiances correspondani respecuvemeni aux 
temperatures de +4°C et de + 25 C C. 
10 Cet essai rnontre que lorsque I'csmoiariLe e^c contenuc Jans ue^ 

normes physioiogiques du fait dc ia concentration par uhra-iil ira uon, ie 

- produit reste fluide et stable en presence d'uree 0,5 M, apres un mois de 

- stockage a °4°C et a + 25°C. On ne constate aucune alteration des 
caracteristiques physico-chimiques et en particuiier de l'adhesivite, par 
15 suite de I'abaissement d'osmoiarite consecutif a la dialyse par ultra-filtra- 
tion. 

Les resultats sont presentes dans le tableau III ci-apres. 
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REVEND1CATIONS 

! - Colic b :oI.:£;;c\jc pour tissus hurnclr.s ~u v . 

composants, comportant : 

- un second composant a base de thrornbine 

destines a etre melanges externporanement au momeni ue i'ernulci. 
caracterisee en ce que ie composant a base de fibrinogene cciuieiu au 
moins un agent chaTotro pique, e L en ce cue la colic ozt liquidc 

i bSS SS t £TPiT3S* 2T3rt HITS • 

10 2 - Colle bioiogique selon ia revindication i, cai aci-i: isee en cc que 

Tagent chalotropique est I'uree. 

3 - Colle bioiogique selon la revendication 2, caracterisee en ce que 

Puree est presente dans Ie composant a base de fibrincgine, a une 

concentration comprise entre environ 0,3M et 1M. 
15 4 - Colle bioiogique selon la revendication 3, caracterisee en ce que 

I'uree est presente dans le composant a base de fibrinogene a une 

concentration proche de 0,5M. 

5 - Colle bioiogique selon I'une des revendications 1 a 
caracterisee en ce que le composant a base de fibrinogene a subi au 

20 preaiable une inactivation virale." 

6 - Colle bioiogique selon Tune des revendications 1 a 5, 
caracterisee en ce que 1'osmolarite du composant a base de fibrinogene a 
ete reduite avant l'addition de l'agent chalotropique. 

7 - Colle bioiogique selon la revendication 6, caracterisee en ce que 
25 la reduction de 1'osmolarite a ete realisee en effectuant une dialyse par 

ultrafiltration du composant a base du fibrinogene. 

8 - Colle bioiogique selon Tune des revendications 1 a 7, 
caracterisee en ce que le composant a base de fibrinogene contient en 
outre au moins un compose favorisant 1'adhesivite de la colle. 

30 9 - Colle bioiogique selon la revendication S, caracterisee en ce que 

le compose favorisant 1'adhesivite peut etre choisi parmi le collagene, le 
glycerol et un acide amin\ dont en particulier la lysine, la glycine et 
I'acide glu-tamique. 
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